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Einleitung 
Die Biotechnologie ist heute neben der Datenverarbeitung 
und der Mikroelektronik eine der neuen Schlüsseltechnolo.: ·. 
gien. Von der modernen Biotechnologie wird erwartet, daß 
sie zentrale Probleme der Menschheit - wie die ausrei-
chende Versorgung mit Energien, Rohstoffen, Nahrungs-
mitteln und Medikamenten, sowie die Beseitigung von 
Schadstoffbelastungen in Abwässern - umweltfreundlich 
lösen kann (1). 
Die technische Möglichkeit, die Eigenschaften von Zellen 
auf der genetischen Ebene zu verändern (genetic enginee-
ring), hat (bzw. kann) zur Entwicklung von mikrobiellen 
Stämmen mit erhöhten, veränderten oder neuartigen Stoff-
wechselleistungen, zur Gewinnung von mikrobiellen oder 
tierischen Stämmen zur Produktion von Medikamenten 
(z.B. monoklonalen Antikörpern) und zur Züchtung von 
neuen Pflanzen, die höhere Erträge liefern oder resistent 
gegen Krankheitskeime oder Salzwasser sind, führen. 
Im Prinzip läßt sich die Erbinformation eines Organismus 
durch zwei komplimentäre Techniken in vitro verändern: 
durch somatische Hybridisierung mit Hilfe der Zeltfusion 
und durch direkten Gen- (Piasmid-) Transfer. 
Die bisher verwendeten konventionellen Fusions- und 
Gentransfer-Technlken, die überwiegend Chemikalien 
bzw. Inaktivierte Viren verwenden, sind nicht immer sehr 
effizient und beruhen zum Teil nur auf empirischer Basis. 
Die Entwicklung von elektrischen Methoden für die in-vltro-
Zellfusion und für DNA- (und Proteln-) Transfer durch biolo-
gische Membranen könnte möglicherweise eine interes-
sante Alternative zu den herkömmlichen Verfahren darstel-
len, da diese Methoden einen optisch kontrollierbaren und 
durch physikallsehe Gesetze determinierten Ablauf der Fu-
sion und des Gentransfers erlauben. Ein großtechnischer 
Einsatz dieser Methoden Ist deshalb in den Bereich des 
MögliCheJ1 gerOckt (2). 
Die Elektrofusion von Zellen und die elektrisch induzierte 
Elnschleusung von niedermolekularen Substanzen und 
von Makromolekülen durch Membranen beruhen auf dem 
sog. reversiblen elektrischen Durchbruch der Zellmem-
bran, der zu einer reversiblen, kontrollierbaren Elektroper-
meablllsierung der Zellmembran führt. 
Der reversible elektrische Durchbruch war Im Jahre 1973 
(3) eine Zufallsentdeckung und stand im Widerspruch zur 
damaligen Lehrmeinung, die besagte, daß hohe elektri-
sche Felder Zellen Irreversibel zerstören [siehe.den Über-
sichtsartlkel von Zimmermann (2)]. Eine Reihe von Wissen-
schafttarn (4, 5) bestritten deshalb zunächst das Auftreten 
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derartiger elektrischer Feldeffekte in biologischen Mem-
branen und stellten erst später fest (6, 7), daß es möglich 
Ist, unter reversiblen Bedingungen die Zellmembran für 
längere Zeiten zu permeabillsleren, um so den intrazellulä-
ren Pool der Zellen durch Austausch mit Makromolekülen 
zu manipulieren. 
Ein historischer Überblick über die Entwicklung dieser Me-
thoden findet sich bei Zimmermann (2). 
Eine Reihe von Übersichtsartikeln über dieses Gebiet sind 
bisher erschienen (2, 8-17), so daß sich die Autoren dieses 
Beitrags auf die grundlegenden Aspekte dieser Methoden 
beschränken wollen, um Intensiver auf neueste Entwick-
lungen eingehen zu können. 
Elektrische Permeablllsierung von Zellmembranen 
Die Zellmembran stellt -vom elektrischen Standpunkt aus-
einen Kondensator dar. Wenn also Zellen einem elektri-
schen Feld (oder einem elektrischen Feldpuls) ausgesetzt 
werden, lädt sich der Zellmembran-Kondensator über 
elektrische Ladungstrennung auf. Die Induzierte Spannung . 
Ist bei gegebenem Zellradius proportional zur äußeren 
elektrischen Feldstärke (Abb. 1), vorausgesetzt, daß das 
Feld so lange anliegt, bis sich das Gleichgewichtspotential 
einstellen kann (2, 16). Bel Feldpulsen von kurzer Dauer ist 
dies allerdings nicht Immer der Fall, insbesondere dann 
nicht, wenn die Zellen in schwach leitenden Lösungen su-
spendiert sind, da die Relaxationszeit des Spannungsauf-
baus über der Membran nicht nur vom Widerstand und der 
Kapazität abhängt, sondern auch von der inneren und äu-
ßeren Leitfähigkeit der an die Membran angrenzenden Lö-
sungen (2, 16). Das Induzierte Membranpotential wird dem 
normalen Ruhepotential übertagert, das über der Zellmem .. 
bran anliegt. Das Ruhepotential entsteht durch Überlage-
rungenaus lonen-Diffusionspotentialen, aus Potentialen, 
die durch elektrogene Pumpen in der Membran entstehen 
und durch die Oberflächenpotentiale, die aus der negati-
ven Netto-Oberflächenladung der Membran resultieren. 
Das Gesamtpotential (bzw. Feld) über der Membran be-
stimmt das Durchbruchsverhalten der Zelle (Abb. 2). Bei ei-
ner äußeren Feldstärke von einigen kV/cm (abhängig vom 
Zellradlus, siehe Abb. 1) wird in der Regel die Durchbruchs-
spannung des Membrankondensators, die in der Größen-
ordnung von 1 V liegt, erreicht. Die Membran bricht lokal 
durch; strukturelle Änderungen in der Membran führen zu 
einer Erhöhung der elektrischen Leitfähigkeit und der Per-
meabilität der Membran. Diese Permeabilitätsänderungen 
sind reversibel, d.h. daß die strukturellen Änderungen in 
der Membran - wie bei selbstheilenden Kondensatorerr-
wiecter rOckgängig gemacht werden können; die Zellmem-
bran gewinnt ihren ursprünglichen hohen elektrischen Wi-
derstand und ihre Impermeabilität zurück. Deshalb wurde 
dieses Phänomen von Zimmertnann et al (3, 18) als reversi-
bler elektrischer Durchbruch bezeichnet, im Unterschied 
zu den bis zu diesem Zeitpunkt bekannten irreversiblen 
Zerstörungen von Zellen durch elektrische Felder. Wenn 
das Gewicht bei der Betrachtung dieser reversiblen elektri-
schen Feldeffekte mehr auf den sekundär induzierten Pro-
zeß, d.h. auf die Erhöhung der Permeabilität der Zellmem-
bran, gelegt wird, so wäre der Begriff "Eiektropermeabili-
slerung" die korrektere Beschreibung. Seide Begriffe las-
sen die beim elektrischen Durchbruch ablaufenden mole-
kularen Mechanismen offen. Der Begriff ·elektroporation", 
· . . oilti 
der kürzlich von Neuman et al. (19) für die Beschreibung 
des gleichen Effektes eingeführt wurde, impliziert dagegen 
die Vermutung, daß sich infolge eines elektrischen Durch-
bruchs Poren bilden. Obgleich sich die beim elektrischen 
Durchbruch ablaufenden Prozesse durch die Bildung von 
Poren mathematisch gut beschreiben lassen (20-22), lie-
gendoch heute eine Reihe von Hinweisen vor, die mit einer 
elektrischen Porenbildung nicht vereinbar sind (13, 14, 
23-26). Abb. 3 zeigt, daß mit HUfe eines elektrischen Durch-
bruchs kleinere Zellen durch die Membran einer Wirtszelle 
hindurchgeschleust werden können, ohne daß die Wirts~ 
zelleirreversibel beschädigt wird. Falls das Porenmodell 
richtig wäre, müßten Poren mit einem Durchmesser von 2 
l'rT1 und mehr angenommen werden. Bei derartig großen 
Poren sollte aber die Zellmembran der Wirtszelle autgrund 
der Membranspannung mechanisch reißen. Auch der Be-
fund von Vienken et al (26) und von Sowers (25), daß bei der 
Elektrofusion von Zellen die induzierten lokalen strukturel-
len Änderungen in den Membranen sich berührender Zel-
len nicht unbedingt zueinander ausgerichtet sein müssen, 
spricht gegen eine Porenbildung. 
Deshalb erscheint es nicht sinnvoll, Begriffe zu verwenden, 
die einen hypothetischen Mechanismus implizieren. · 
Theoretisch läßt sich zeigen (27), daß die Durchbruchs-
spannung bei gegebener äußerer Feldstärke vom Zellra-
. dius abhängt und von der Orientierung des jeweilig be-
trachteten Membranortes auf der Oberfläche in Bezug auf 
die Feldrichtung (bedingt durch den Kosinus-Term in der 
Potentialgleichung, Abb. 1). 
Dies bedeutet, daß bei gegebenem Zellradius die indu-
zierte Spannung über der Membran und damit der elektri-
sche Durchbruch winkelabhängig ist. ln Feldrichtung ist 
deshalb die Membranspannung am größten, während sie 
an Stellen, die in einem Winkel von 90° zur Feldrichtung 
orientiert sind, Immer gleich Null ist. 
Sukzessive Erhöhung der äußeren Feldstärke führt des-
halb zunächst zu einem elektrischen Durchbruch der Mem-
branbereiche, die in Feldrichtung liegen und dann erst-bei 
höheren Feldstärken-von Membranbereichen, d,le in ei-
nem größeren Winkel zur Feldrichtung orientiert sind. Diese 
Winkelabhängigkeit der Durchbruchsspannung ist in Abb. 
1 durch die Bildung entsprechender "Poren" in der Mem-
bran anschaulich dargestellt. 
Die Permeabilitätserhöhung der Membran, die bei Oberkri-
tischen Feldstärken beobachtet wird und die für den elek-
trisch induzierten Transfer von Makromolekülen ausge-
nutzt wird, geht deshalb zum einen darauf zurück, daß 
mehr und mehr reversible Störungen in der gesamten 
Membranoberfläche erzeugt werden, und zum anderen, 
daß die Membranstörungen in Feldrichtung Immer größer 
werden. 
Neueste Untersuchungen von Korenstein und Mitarbeitern 
(28) und von uns (29, Stopper und Zimmermann, in Vorbe-
reitung) haben gezeigt, daß zusätzlich zu dieser Radius-
und Winkelabhängigkeit der Durchbruchsspannung eine 
Asymmetrie des elektrischen Durchbruchs in den beiden 
Hemisphären der Zelle mit in die Überlegungen einbezo" 
gen · werden muß. Da das Gesamtpotential das Durch-
bruchsverhalten bestimmt, wird die Durchbruchsspan-
nung zunächst für Membrangebiete in der Hemisphäre der 
Zelle erreicht, bei der der R!.~hepotentialgradlent die gleiche 
Vc 
Zytoplasma 
Vca1,5·a ·E·cos ~ 
Abb.1 
Schematische Darstellung der Perrneab/1/slerung einer 
Zelle im elektrischen Feld. Das induzierte Membranpoten-
tial, und damit die Durchbruohsspannung, Vc, ist bei gege-
benem Radius, a, proportional zur äußeren Feldst§rke, E 
(siehe Potentialgleichung unten). Aufgrund der Winkelab-
hängigkeit (Kosinus-Term) erfolgt der elektrische Durch-
bruch der Membran bei der kritischen iiuBeren Feldstiirke, 
Ec, an den •Polen• der Zelle (d. h. in Feldrlchtung). Bei Qber-
kritischen Feldstiirken, E• Ec, wird qie Durchbruchsspan-
nung auch für Bereiche• 0 erreicht (dargestellt durch Bil-
dung von Poren). Am »Aquator• der Zelle, d. h. rechtwinklig 
zur Feldrichtung ist das induzierte Membranpotentialim-
mergleich Null. 
Richtung aufweist wie der des induzlerten Potentials- und 
erst bei höheren Feldstärken auch in der gegenüberliegen-
den Hemisphäre, in der die beiden Potentialgradienten an-
tiparallel zueinander liegen (Abb. 2) 
Da das natürliche elektrische Feld in der Membran auch 
durch die Oberflächenladungen bestimmt wird, kann er-
wartet ·werden, daß diese asymmetrische Abhängigkeit 
des Durchbruchs von der Netto-Oberflächenladung auf 
der Membran abhängt. Diese läßt sich durch protaolytisch 
wirkende Enzyme, aber auch durch die Ionenstärke in der 
Lösung, verändern. 
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Abb.2 
Im Unterschied zur Abb. 1 wird angenommen, daß in Ab-
wesenheit eines IJuBeren elektrischen Feldes ein Ruhepo-
tentlal, Vm, über der Membran anliegt (innen negativ in Be-
zug auf die AuBenltJsung). Unter den hier vereinfacht dar-
gestellten Bedingungen (siehe Text) wird das Induzierte 
Potential, Vg, auf der der Anodenseite zugewandten Mem-
branhälfte zum vorhandenen Ruhepotential addiert, wäh-
rend auf der Kathodenseite Subtraktion der belden Poten-
tlaie auftritt. Durchbruch wird deshalb bei der kritischen 
Feldstärke, E, nur auf der Anodenseite bei Vg + Vm = Vc be-
obachtet. 
Experimentell wurde dies bestätigt (Stopper und Zimmer-
mann, ln Vorbereitung). 
Abb. 4 zeigt Untersuchungen Ober die elektrisch Induzierte 
Aufnahme eines Fluoreszenzfarbstoffes ln Myelom-Zellen 
von MAusen. ln Lösungen niedriger Ionenstärke, z.B.Isoto-
nen Zuckerlösungen, wie sie bei der konventionellen Elek-
trofusionsmethode verwendet werden, wird der Farbstoff 
bevorzugt durch die Hemisphäre aufgenommen, die der 
Anodenseite zugekehrt Ist: bei höherer Ionenstärke Oso-
tone Zuckerlösungen, die etwa 45 mM Elektrolyt, NaCI 
oder KCI, enthalten) wird symmetrische Aufnahme beob-
achtet, während bei Isotonen Zuckerlösungen, die etwa 70 
mM Elektrolyt enthalten, sehr oft erneut asymmetrische 
Aufnahme, diesmal aber durch die der Kathodenseite zu-
gewandten Hemisphäre, beobachtet wird. 
Die bei mittlerer Ionenstärke beobachtete symmetrische 
Aufnahme kann theoretisch durch die Annahme erklärt 
werden, da8 das natOrllche Feld ln der Membran gleich Null 
Ist. 
Enzymatische Vorbehandlung der Zellen mit Pronase oder 
Dispase fOhrt zu einer ausgeprägteren asymmetrischen 
Aufnahme (durch die der Anode zugewandten Hemi-
sphäre) in nichtleitenden und leitenden Lösungen. 
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Dieser experimentelle Befund zeigt, daß bei Elektroperme-
abllislerungs-Versuchen die Ionenstärke der Lösung und 
die enzymatische Vorbehandlung der Zellen entscheidend 
die Ausbeute des elektrischen Stoff-Transfers durch die 
Membran mitbestimmen. 
Während die Elektrofusion bei Raumtemperatur durchge-
führt werden kann, sollte die Elektropermeabilisierung 
möglichst bei tieferer Temperatur erfolgen (8, 9, 30-32), 
und nicht bei 20° C (siehe Neumann et al. 19). Die Ursache 
hierfür Ist darin zu suchen, daß die Lebensdauer der elek-
trisch induzierten Membran-Permeabilislerung lang genug 
sein muß, um einen effizienten Stoffaustausch zwischen 
Zelle und Medium zu ermöglichen (8, 1 0). Bei höherer Tem-
peratur (d.h. bei Raumtemperatur und insbesondere bei 
37°0) laufen die Ausheilprozesse in der Membran so 
schnell ab, daß kein ausreichender Stofftransport durch 
die permeabilislerte Membran mehr ablaufen kann (9, 1 0). 
Es sei erwähnt, daß dieser Ausheilprozeß in den Membra-
nen von benachbarten Zellen bei der Elektrofusion an-
scheinend nicht ablaufen kann, da nach Durchbruch in der 
Kontaktzone sich berührender Zellen sofort ein zytoplas-
matisches Kontinuum zwischen den beiden Zellen ausge-
bildet wird (2). 
Bei Durchbruchs-Experimenten bei tiefer Temperatur muß 
berücksichtigt werden, daß die elektrische Durchbruchs-
spannung starl< temperaturabhängig ist. Bei etwa 4 oc liegt 
die Durchbruchsspannung in der Größenordnung von 2 V 
(33, 34). Entsprechend höhere Feldstärken müssen ver-
wendet werden. Unterhalb von 4°C steigt die Durch-
. bruchsspannung extrem an und es kommt, Wie Messun-
gen an Riesenalgenzellen (34) und an künstlichen, planaren 
Lipidmembranen (33) gezeigt haben, zu irreversiblen Än-
derungen in der Membran. Dies und die Temperaturabhän-· 
gigkeit der Durchbruchsspannung wurde von Potter et al. 
(35) völlig übersehen, so daß die niedrige DNA-Transfek· 
tions-Rate, die von diesen Autoren berichtet wird, ver-
ständlich wird. 
Weiterhin muß bei Elektropermeabilisierungs-Experimen-
ten berücksichtigt werden, daß es nach elektrischem 
Durchbruch der Zellmembran nicht nur zu einer Stoffauf-
nahme in die Zelle kpmmt, sondern auch zu einer mehr 
oder minder ausgeprägten Aquillbrierung der intrazellulä-
ren Stoffe mit der Außenlösung. Insbesondere kann der 
Austausch zwischen Intrazellulärem Kalium mit extrazellu-
lärem Natrium die Lebensfähigkeit der Zellen empfindlich 
beeinträchtigen (siehe z.B. 9). Aus diesem Grunde 1st es 
notwendig, emöhte Kaliumkonzentrationen im Medium, in 
dem die Feldapplikation durchgeführt wird, vorzugeben. 
Isotone NaCI-Lösungen, wie sie Neuman et al. (19) verwen-
det haben, sind in jedem Fall zu vermeiden. 
Weiterhin sind die Inkubationszeiten bei 4 oc nach der Elek-
tropermeabilisierung auf wenige Minuten zu beschränken, 
da sonst die Lebensfähigkeit der Zellen beeinträchtigt wird. 
Erhöhung der Temperatur etwa 10 Minuten nach Feldap-
plikation auf 37°C fOhrt, wie bereits erwähnt, zu einem 
schnellen Ausheilen der induzierten strukturellen Änderun-
gen in der Membran (9, 1 0). Bei Berücksichtigung dieser 
experimentellen Fakten und theoretischen Überlegungen 
lassen sich mit Hilfe der von uns entwickelten elektrischen 
Feldpulsmethode zell-fremde Stoffe in hoher Ausbeute 
einschließen. · 
ren Lymphozytenzelle, erreicht. Infolgedessen wird feld-in-
duzierte Aufnahme (Photographie 30 Sekunden nach Feld-
puls), nicht aber Fusion, beobachtet. Bei diesem Experi-
ment waren die Zellen in einer Isotonen Mannit-Lösung in-
kubiert. 
+ 
Asymmetrische Aufnahme ctes Fluoreszenzfarbstoffes 
Abb~· 3 ·.. Bisbenzimid durch die der Anodenseite zugekehrten He-:-
Feld-lnduzierteAufnahme einerjntakten.Mau~-Lymphozy- misphäre einer Maus-Myelom-Zelle. (Feldbedingungen: 3 
t~nzf)lle. duroheine,fri(Jncize/le. :Oie Lymphozyten- und die Pulse im Abstand von je 0.5 Sekunden, Feldstärke 12 kVI 
F.riendzellewL}rden zunäqhst mitHilfe der Dielektrophorese · c_m~. 20 p.,SD(Ju~r . . Nach Behandlung mit Pronase ~w~rqeo 
(inhomogenes elektri~qbe$ ;~(Jchselfeld, 1 MHzFrequenz · ·dieZellei{züm Pulsen in Isotone Zuckerlösung mit:je,33 
und 200 Vlcm Feldst~[/ff!J ide!nen engen Membrankontakt . .. :mM ·KB;!ium.,e_h/orid und NatriL}mchloriq iiberfü.hrt). -D.if:J f1uf:: 
; gepracht:. Ahsdfiii(Jße/jq~wyrde . ein . Feldpuls von 20-:P,s . . . riahme '(a) wurde mit dem Phasenkontrastmikroskop auf-
Oauet vnd einerFefd_stiifkfJV:on 3,5 kV/cm appliziert. · Bei genommen (Kontrolle), die Aufnahme (b) im Fluoreszenz-
dleS!3r ··. Feldstärke _wird die Durchbruchsspannung der mikroskop 60 Sekunden nach Applikation des Feldpulses. 
Membran _de(grqße.h. F.r{t;i]i:l~e,lle, aber nicht die der kleine- Für weitere Erläuterungen siehe Abb. 2 und Text. 
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Zimmermann et al. (9, 12, 30-32, 36, 37) und andere Auto-
ren (38, 39) berichteten in den siebziger Jahren über den 
Einschluß von Farbstoffen, Pharmaka, Proteinen, Enzymen 
und Latexpartikeln in Zellen, sowie kürzlich über den Ein-
schluß von DNA in Hefezellen (2) und von ganzen Zellen in 
Wirtszellen (13, 14 und Abb. 3). Der erste Nachweis von 
DNA-Transfer mit Hilfe dieser elektrischen Methode geht 
auf Auer et al. (39) zurück. Karube et al. (40) berichteten 
ebenfalls kürzlich über die erfolgreiche elektrische Trans-
formation von Hefezellen. 
Stopper et al. (41) entwickelten ein DNA-Transfektions-
Protokoll, das zu einer äußerst effizienten Transformation 
von tierischen Zellen mit Hilfe der Elektropermeabilisie-
rungsmethode führt. 
Diese Autoren führten die elektrisch induzierte DNA-Auf-
nahme bei 4 oc in Isotonen Lösungen durch, die 30 mM 
KCI. c. und eine entsprechende Menge an lnositol enthiel-
ten. Die Zellen (Maus L-Zellen) waren mit Dispase vorbe-
handelt, so daß optimale Durchbruchsbedingungen ge-
währleistet waren (s.w.o.). Die elektrische Transfaktion 
wurde mit dem zyklischen Plasmid pSV2-neo durchge-
führt, das zu einer Resistenz gegen das Antibiotikum G-
418 führt. Unter diesen Bedingungen konnten etwa 500 
Klone von transformierten Zellen (bezogen auf etwa 6 x 1 06 
eingesetzte Zellen) erhalten werden, wobei die Ausbeute 
von der Feldstärke und der Anzahl der Durchbruchspulse 
abzuhängen schien. · 
Zellmembran-Kontakt durch physikalische Kräfte. 
Der elektrische Durchbruch von Zellmembranen triggert 
- pie Fusion von Zellen, vorausgesetzt, daß die Zellen einen 
13.ngen .. Membrankontakt haben. Eine Reihe . von . Ober~ 
·· sicntsartil<eln sind, wie.bereits .erwähnt, über die verschie-
.·.·_. · (:j~f)en Asp~kte der-Eiektrofusion -veröffentlichtworden, in 
. .Qenen auch qie einzelnen Schritte, die pei der Elektrofusion 
.· · ··.·. ~P!~qfen, ausführlich diskutiert sind (2, 8-17). · · ·· · · · 
. . 
diesem Artikel möchten sich deshalb die Autor~n nur auf 
ne. kurze Zusammenfassung beschränken und vielmehr 
.auf nei,Je ·Methoden eingehen, mit denen es möglich ist, 
d~p für die-Fusion notwendigen. Membrankontakt zwi-
~chen verschiedenen Zellen herzustellen. 
Bei der konventionellen Elektrofusionsmethode wird der 
. Zellmembrankontakt über das Phänomen der Dielektro-
'phorese erreicht (Abb. 5). Dieses Phänomen beruht darauf, 
daß in einem elektrischen Feld, bedingt durch die La-
· d.~ngstrennung (s.w.o.), ein Dipol entsteht. Wenn das Feld 
inhomogen ist, wie es z.B. zwischen zwei parallelen zylin-
d(ischen Elektroden der Fall ist, wirkt auf den Dipol in der 
Zelle eine Kraft, die ihn (bzw. die Zelle) in die Richtung hö:-
. - n_erer :Feldstärke (d.h. ·in Richtung der ·Elektroden) zieht. 
· ,Wanderung von Zellen wird auch - im Unterschied 
,.: ~:.Y r:LEielktrc>p horese - in · einem -Wechselfeld . beobachtet; 
·,voJrauJsQeisetzt, daß das Feld inhomogen ist. Wenn sich die 
·· _ •· ~.eiJen bei ihrer Wanderung .in Richtung der Elektroden ein-
.· .•. ~n-der nähern, so ziehen sie sich bei einem gewissen Ab-
...... ~t8.nd von einigen Mikrometern aufgrunp der sta.rken Dipol~ 
· ,.-_ ~[~h~'än (~~~~e;Ät;>~. 5) · un~ z'!i?r b,ei ·g~~~9r~t~~f~!9~t~f.K~ 
-- gl~'~Lif ei_nen Abst~nd von ~inigen Nanom_etern: ; , ~- · ··.· ·· 
_, Elektrischer Durchbruch in der Kontaktzone -führt zur Fu-
. sion der Zellen. Der gesamte Prozeß der Elektrofusion kann 
a) 
c) 
Abb. S -_ . · 
Perlenkettenbildung ·. von· Zellen in einem inhomogen€m 
Wechselfeld iwischen zwei zylindrischen Platinelektroden 
(Quersphnitt), die parallel zueinander. angeor:dn.e~ sind.(?) 
Pqlti_risie[Hrig cter,~elle im Feld LIIJCf.'Wa.nd~r4,n9,'(pieleldro­
·phcire$~) in· RJ96.tiing der reqh~en/negatiy·ge.t.?:.ctflperi Elek ~ 
troqe,· (b) ,Umkehr~cier äuß~~e.i\Felcfricht!,iqii: Wanderung 
cjer ?~lle. ~p~n(aU~:Jn Ric{Jtu.f1g . qe.r-re.c~teiJ ;J.~/(trod(3, . die 
ryunwehrpo$itfv ig~la..P.e.n , ist: : (9):Änz{~hung derZellen un-. 
tereinahd~iunfet8iJcJ.ungyoil'Kettim. - · __ : - · · 
., >.: ~··::;-:.::>:: ·... . :.;.·. :~--~:-. --~-~-- d-:~. :· .:·- -- -
,.·:\.· .. , .. <·-:: .. ·t.-·:: .··::: ., ·. :·.-_:~:·/.:y-:-:;: ~- .. ·~ . • • ,' 
. -.,._. ::~;--:.---·:·_~:-.;:·~-~< :~-::?::~~~-)~~-~~:- :>:-~--~::S: ·:·;~;~ :.·_.-;.._. .•. ~~- ~-:·;:- ::.· uht~~- d~~~~-iKro~k~~:ye~~~ r:~~d.~o. (Abb. 6)~ die Zahl der 
~~~ili~lli~~~~ff~i\~i~iJMii~=:::: 
hohe\ Auspeuten't·ijh Hybriden <können · e~hal.t~rf werden, 
wenh~ciiß. V9n:9ergCAQomqratioQr0h.il1.~g·q·~~ljSA und der. 
Firma; BachÖfer, : Reutlingen, FRG ·· kommerziell zugängli-
-31 
! f. 
l 
j 
f j· 
!, f: 
~·.: . 
. 
~ .•... :, .. [ .. 
I;•.••.•. ·.···.~::·······:.··· .. · · ..  r ··· 
r -~ 
a) 
32 
chen Helix- und Rotationskammern verwendet werden 
(siehe Abb. 7 und Abb. 8, s. w. u.). 
Diese Standard-Elektrofusionsmethode ist inzwischen von 
vielen Laboratorien erfolgreich eingesetzt worden. 
Bei dieser Methode wird in der Regel die Fusion der Zellen 
in schwach leitenden Lösungen (d.h. Lösungen geringer 
Ionenstärke) durchgeführt, um starke Wärmeentwicklung 
durch das Wechselfeld zu vermeiden. Derartige Lösungen 
sind für Zellen nicht schädlich, wenn die Inkubationszeit 
nicht zu lang ist. Allerdings setzt die Fusion in diesen Lö-
sungen eine genaue Abstimmung zwischen verwendetem 
Gerät, den eingesetzten Fusions- und Nachbehandlungs-
Medien und dem zeitlichen Ablauf des gesamten Fusions-
prozesses bis zur Übertragung in Nähr- oder Selektions ... 
medien der fusionierten Produkte voraus. Diese Problema-
tik ist bei der Anwendung dieser Methode häufig überse-
hen worden, insbesondere bei der Fusion von tierischen 
Zellen (z.B. bei der Produktion von Hybridam-Zellen durch 
Fusion ·. von Lymphozyten- mit Myelom-Zellen), wenn 
selbstgebaute Geräte oder andere kommerziell erhältliche 
Geräte verwendet wurden. 
Bei einigen Fragestellungen, insbesondere bei der Fusion 
von tierischen Zellen, kann es vorteilhaft sein, den Mem-
brcinkontakt auf anderem physikalischen Wege herzustel:-
len. ·.. · · · 
Am einfachsten ist es, wenn Zellen in hoher Suspensions-
dichte einem elektrischen Durchbruchspuls von etwa 20 p,s · 
Dauer ausgesetzt werden. Der mittlere Abstand zwischen 
den einzelnen Zellen ist unter diesen Bedingungen so ge-
ring, daß während des Feldpulses, wie Zimmermann (2) ge-
zeigt hat, Dielektrophorese auftritt, die zur Ausbildung des 
notwendigen Membrankontaktes führt. Selbst wenn ein 
geometrisch homogenes elektrisches Feld verwendet~,Nird 
(z.s::Verwendung ·eines Plattenkondensators wie bei :9~f : · 
Entlaqurig~me.thode für. die Elektropermeabilisierung .v().ry . 
Z.ell~n), :s.o istdp:ch lokal d~s Fel(j ·dl!rch qie hohe susp~n~ 
sionsoichte so :star~ inhomogerl, 'daß kurzzeitiQ. bei Appli~ 
ka~iori\ton Pulsem hoher Feldintensität (die etwa 10 mal:hö-
her ist als bei der · normalen · Dielektrophorese) erhebliche 
Wanderungsge~_chwindigkeiten und , Anziehungs~[äfte 
zwischen den Zellefl auftreten können. . :. .· · · · 
. . 
Aufdiesem·_.V\feg gelang es Zimmermann und Pilwat (42) 
erstmalig bei Entladungsversuchen in ErythrozYten-Sus-
pepsiqne~ Ele~rotüsion zwischen ·· Zellen nachzuweisen. 
lm :Prin~jp ~~~t~ich fusion auqh in einen1. ~ellpe.lletdurch.-
>::·_:·.-:_·.·:.:·:·-.~-:~-::::~·-:-:-:-:.;:-::·.: .. ~-=:·. < --·:;:.:. :·.-: ·· .. :: .•. . -' ·-.. :.-._ :.. . .. . . .. · .,·. ·: ....... -... :: .·.·_ .. ·:.:··':';- .'. 
: .... <'-~:. .. ·: -~ .• - .· :_.:,.. • . >---~- .· . ··• • 
.. : .. ~ : : . : . .. . . . ". .. . - . -...... ' . . • . .. ; . :_. . . : . . : ........ : .-: ..... " . . . . . Abi:i6. :>:::_;~- <: ;, · · · ···. · .. :~.·::::.> 
'EI~ktiofusion 'zwischeneinem grünen Mesophyllprotopfck ·. · 
sten .• undLzwei .· weißen '· etlolieften Mesophyl/protoplastf{n. 
von Avena ·sativa; ·Die Zellen waren in einer isotonen Sorbit;. · 
Lösung suspendiert. Aufnahmen · von oben nach unten: · 
(a) Kette.nbildung'qurohDielektrophorese (1 MHzFreqUf!P.?.{ · · 
?5V/cm Feldstärke); (b) 30 Sekunden nach Applikation e!· 
nes Feldpulses (750VIcm, 20 ps Dauer) und (c) 10 Minuten · 
mich Feldapplikation ln der fusionierten Zelle vermischen . 
·. sich anscheinend die Zellinhalte der verschiedenen, indf'ib 
duc/lcm Zellcm hicht sofort. . · : ·~•· }~ · 
Urite;~teAuf~ahme (ci): Vesikelbildung in derKqnta~ph~ ·· 
während der F~si.on von zwei Mesophyllprotoplasten.von . . . 
Kalanchoe daigremontiana (Aufnahme 5 Minuten nach · 
Feldpulsapplikation (1 kV!cm, 15 ps Dauer) · 
(Hampp und Zimmermann) 
. -"' 
.:r-· 
Abb. 7 Helix-Fusionskammer . 
pi~ Kammer besteht aus zwei . Teilen . (a), einem ä.ußeren 
: M~nt.elgefäß, in das die ~~I/suspension pipettJert.wirci,.uf7d 
· · e,!fl.~rn inr1eren zylindrischen Tvbus~ Vm den. Tqbus sind 
. · il/,tei Platindrähte, die als Elektroden dienen, pa{ailei?U~fQ~ 
af}der aufgewickelt (Länge etwa 1 m). fiuf diese Weise eni~ 
steht ein gro.ßer Elektrodenraum, in dem sehr viele Zellen 
.. fusioniert werden können. Der Tubus wird vorsichtig {n iias 
Außenmantelgefäß eingeführt (b); ·die Zellen und die Lö-
.·sung steigen im Zwischenraum zwischen äußerer und in-
.Q~rer, Tubuswand hoch. Anschließend wird die Elektrofu~ 
·· s/pn nach den Standardb,edingungen .durchgeführt. Nach~ 
•.. ciep1 sich .. ciie fusionierten Zellen abgerundet haoen, .wer., 
·· · · d.e,n sie entweder durch Herausz}Ejhen des Tubtl$.El/:)pipet.-::, 
t.ie(t.oder durch öffnen eines Ventiles. amBoden in ein-Ge.-
f~ß.~entrifugiert, c:Jas NährmediÜm enthält. · ·' · · - ' • .: · · .• '·· • -:. 
.:.-' . . .·· ·.· · ... _··:-··· .. ..... :·-·-· . .-.-._ ............ _. ....... _.-.·.: 
··•··. fQpren, d.h. unJer Bedingungen, bei denend~;·Zell~b;t;ri;d 
pr;:l~tisch gleich Null ist (2). Auch dies führtzur Bildung von 
~ot,Oh\.tnriden . und . Hybridom-Zellen; allerdings. sin_9 : zur 
. . . poch. die Ausbeuten .geringer als bf3_i V~(V(enqung der 
St~ndard.:Eiektrofusionsmethode .. ··. ~ · · · :. · · · · 
Höhere Ausbeuten an Hefehybriden und an Hybridom-Zel-
. l~h werden dagegen erhalten, wenn Zellen bei ·niedriger 
~uspensionsdichte bzw. bei hoher Verdünnung zunächst 
. ·· .. · Folge von dielektrischen Durchbruchspulsen ausge., 
setzt·· werden, um "dann anschließend abzentrifugiert zu 
werden. Die· Fusion läuft dann zwischen den Zellen im Pel..: 
Iet ab (17). Dieses Verfahren könnte möglicherweise im Ge-
gensatz zum ersteren Verfahren technisch interessant wer-
den, da es einfach ist und hohe Ausbeuten an Hybriden lie-
fert. Allerdings lassen all diese Verfahren keine optische 
Kontrolle des Fusionsprozesses zu. 
Senda et al (43) fusionierten zwei pflanzliche Protoplasten, 
die mit Mikropipetten mechanisch in Berührung gebracht 
wurden. Allerdings übersahen die Autoren, daß die Dauer 
des Feldpulses zu lang war (Millisekunden-Bereich), so 
daß die fusionierten Zellen nicht lebensfähig waren. Dieses 
Verfahren ist auf wenige Zellen beschränkt. 
Interessanter erscheint das Membranverfahren (17), bei 
dem die jeweiligen Elternzellen auf die Oberfläche zweier 
Membranen (Filter) adsorbiert werden (entweder elektro-
statisch oder chemisch, oderdurchAnsaugen in Poren, die 
einen etwas kleineren Durchmesser als die Zellen aufwei-
sen). Die beiden Membranen (oder Filter) werden in einem 
Platt~nkondensator (Entladungskammer) mechanisch auf 
eine so kurze Distanz gebracht,· daß die Zellen sich entwe,; 
der berühren oder durch Dielektrophorese in Kontakt ge-
br;;iqht werden. Applikation von Durchbruchspulsen führt 
zur Fusi9n der Zellen · mit hohen Ausbeuten an Hybriden 
(r:la.c!lg~~iesen für Hefezellen und Hybridom-Zellen). 
Etri{f~6h~i·~~h ebe~f~tls Interessantes VerlahreH isteilt .die 
Magneto:-:Eiektrofusion dar (44). Die äußere Oberfläche von 
Zellen ·wirdidurch ~ Adsorption . kleiner magnetischer Teil-
chen magnetisiert. Mit Hilf.e von gekreu~en magnetischen 
F~lq~rn werden die Zellen .in einem kleinen Volumen; das 
sici,h zwischenzwei parallelen Elektroden befindet, konzen-
triert Die magnetische Kraft, die in das Zentrum zwischen 
den Ele.ktroden gerichtet ist, ist genügend groß, um einen 
ausreichenden Membrankontakt zwischen den Zellen zu 
ermöglichen. Elektrofusion von Erythrozyten und Hefezel-
len in hoherAusbeute mit Hilfe der Magnato-Elektrofusion 
wur~~ y_on _Kramer et al (44) beschrieben. Der Vortell dieses 
A66. B . .. · Rotation~".~mmt;1r .· ·.~ ... -· ,;- ; . . , .· .•. 
Auf einer durchsichtigen Scheibe sind radial parallele Elek-
troden' aufgedampft, so daß ein großer Elektrodenra·um 
entsteht;Zellen.,werden.·.durch eine .. Einlaßöffnung aufdie 
Elektrodenoberfläche aufgebracht. und-anschließendüber 
Zentrifugation .durch eine -seitliche, :. ringförmlgtJ~ Nut aus 
dem Elektrodenraum.entfernt. · ,,., ;;~,< ·. 
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Verfahrens ist es, daß in leitenden Lösungen fusioniert wer-
den kann und daß die entstehenden Produkte relativ ein-
fach über Magnete abgetrennt werden können. Das Ver-
fahren beruht darauf, daß während der magneto-elektri-
schen Fusion magnetische Teilchen in das Zellinnere mit-
eingeschlossen werden. Da die an die äußere Oberfläche 
adsorbierten magnetischen Teilchen über Waschvorgänge 
relativ einfach entfernt werden können, können die Fu-
sionsprodukte magnetisch anschließend abgetrennt wer-
den. 
Dieses Magneto-EiektrOfusionsverfahren könnte beson: 
ders dann technisch interessant werden, wenn keine Zel- :: 
len mit genetischen Markern vorliegen (z.B.: bei der Fusion 
von einigen technisch interessanten Hefestämmen). 
Ein vom technischen Standpunkt aus ebenfalls interessan-
tes Verfahren dürfte das von uns vor kurzem entwickelte 
Elektro-Akustische Verfahren sein (45). ln einem Schallfeld 
treten ganz analoge Kräfte wie bei der Dielektrophorese 
auf, nur daß im Unterschied zur Dielektrophorese nicht die 
dielektrischen Eigenschaften der Zelle und der Lösung ein-
gehen, sondern dieDichteunterschiede. ·· 
. ! . 
. . . . . . . . 
ln einem Ultraschallfeld lassen sich auf diese Weise eben-
falls Perlenketten von Zellen bilden. Vienken et al (45) ver-
wendeten stehende Wellen. Unter diesen Bedingungen bil -:-
den sich Druckmaxima aus, in denen sich die Zellen unter 
Ausbildung eines engen , M.e.mb.rankontaktes konzentrie-
ren. Bei derVerwendungeines Ultraschallfeldesvon 1.MHz 
Frequenz~ konnten auf diese :W~ise Eryt~rozyten und Mye-
lom-Zellen fusioniert werden. ' Bei geringen Suspensions-
dichten bildeten sich bevorzugt- Fusionsprodukte aus zwei 
Zellen; ·Das Verfahren erlaubt das Arbeiten in leitenden Lö-
. s~nge~ und l~ßt .s.ich. ()Pti.sch verfolgen~ · ..· ... · . . ... · 
pe~ .vO.ilstä,~dig~~:it: baip~Csq!l . noch ~~ähn\ •. werden,· daß 
einige A~toren (z.B. 46) Ch~mikallen, wie ·Polyäthylengly-
kol, ·zur Herstellung eines· Membrankontaktes verwendet 
h~ben. [:)ie Fusiqn ~rfplgte,d~n.p ~benf~llf3 mit ~in~m _F~Id­pui~; -~ Dieses verta_~ren'dürlt~ gegepüber-~en 9hemisc~~n 
Fuslo.nsverfahren; 'die ·ebenfalls mefsteh~ · Polyäthylengly-
en;ckeine. ·roßen'Vorteile ilufWeisen,daper_fu-
slolt'ispro~eß .J · · ·. -·· lpteres~riter 
. . von 
zwer~,latiiarefri'b.lpitjmi~ml~ralnen Und B et-al: Über 
die · von Uposomen unterschiedlichster zu-
sammens~tzuQg, · Büschl (50) 'gelang es ebenfalls, Zellen 
mit LlposoT~r.~J~ktri~?hzu verschmelzen. Ruthe :u~~::~~,~ i(s;·)~ b~~chri~ben. vor kurzem die erste_er-
folgreiche · etektrofu~ion vön· B,akterien,_ wobei Hybride er-
halten WUf(:I~J)~ cqiEf~i~: f.ig_~IJ~Ch~ften b~iper Eltern enthiel-
ten. Hefe~~Hell:1.~~~~9~~.!§~t.tJ,~~Qnder~~ g~i(mitdem ele~ri­
schen Verlähren .~.:-unter :.~ hbher · -··Ausbeute.;· ·fusionieren. 
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b) 
A/)f?. 9 . .. . . .·· 
~lektrofusion. von m~nschlichen Erythrozyten. (a): Zeii-Ket-
ffJ.r7bildufJgzwJschen iwei parallelen, zylindrischen Elektro-
den (Ab$ta(J(:! goo ~-tm. 1. MHz Frequenz, 4QO Vlcm Fe!c:)~ . 
stärk(3). · - . · . . · . · . . · .· · · . . : 
(q): .· NaphFe/(J~pplikation (6kV/cm Feldstärke und $. #.~ . 
Df!.u~r) entste.hef1 Riesen~ellen. (I"J Hintergf}Jncjsinc/nicpt~ 
fL)sionierte Ze!len zu sehen!) . · · · · · 
-,:. · .. -·. ·· · .. ·- . . . . 
Sehnettier und Zimmermann (52)· haben gezeigt, daß V~f . 
allem die Zusammensetzung des Fusionsmediums üb~r 
die AusbeUte an Hybriden entscheidet. Diese Autoren zeig-
ten, 'daß insbesondere geringe Konzentrationen an Cal-
cium- ünd · Magne~ilJm-Acetat sowie an Albumin notwe~~ 
dig sind, um·hohe AÜsbeuten an teilungsfähigen Hybriden 
zu erhalten.ln diesen Versuchen wurde auch erstmalig ein 
Plasmid über Elektrofusion in eine Zelle eines anderen Zell-
stammes übertragen . 
. -.. ··:·-:-·.::···~-:-··.·.··. : ..... :-:~:-<"·. :· ... ·.~.:·_:-~~ ::··-~~ 
Sehrviele Arbeiten liegen heute über die Fusion von pflanz_ .. 
Iichen Protoplasten vor (53, 54) (siehe Abb. 6). Verschie~ .· 
dene Autoren konnten inzwischen ·auch zeigen, : daß :die.· 
elektrisch gebildeten Hybride zum Kallus-Stadium bzw:bis 
zur ganzen Pflanze regeneriert werden können (55-57). 
Hampp et al. (58) berichteten in diesem Zusammenhang 
über die erfolgreiche Fusionierung von evakuolisierten 
pflanzlichen Protoplasten. Es besteht die berechtigte Hoff-
nung, daß vakuolenfreie fusionierte Protoplasten in Zu-
kunft besser regeneriert -werden können als vakuolen-hal-
tige.. · · :-; 
···. Verschiedene Arbeitsgruppen haben inzwischen gezeigt-
<n.c:~.ch den ersten Mitteilungen von Zimmermann und Mitar-
. beitern -, daß auch tierische Zellen miteinander fusioniert 
werden können, wobei lebensfähige Hybride erhalten wur-
. den (2, 8-17, 59, 60). Bei einigen dieser Arbeiten wurden 
Chemikalien zur Herstellung des Membrankontaktes ver-
wendet (61), oder die Elektrofusion wurde an konfluenten 
Zellen durchgeführt (62). 
Die Ausbeute an Hybridam-Zellen konnte durch das Elek-
trofusionsverfahren gegenüber den chemischen Verfahren 
erheblich gesteigert werden. Vienken und Zimmermann 
(63) zeigten, daß-wie bei der Fusion von Hefezellen- diva-
lente Kationen wichtig sind, und daß es im Falle der Elek-
.trofusion von Lymphozyten mit Myelom-Zellen wichtig ist, 
· · daß die Zellen nach der Elektrofusion zunächst in einem · 
~achbehandlungsmedium inkubie_rt werden, (das erböhte . 
· ium-Konzentration enthält), bevor das Selektiqnsme- · 
zug~_gebem wird. Auch d(.1r Nach'A'~i~, :d~~ qi~~~ .Hy::- .... : 
''"'h•·iri""':-Zellen monoklpnale An~ikörp~r.·produzier~n; Jieg~ · ·.· .. ··. 
inz,wisc~n. ~.t:l yor(6.4) .. • · · · · > X· : : :: < ·. ·.· ~·. \. : 
len können ebe~falls mitei~~~d~r fusio~i~rt ;W.~id~~. 
> vilol:l1e1 anschließende<B.efruchtung und Teilung ~eop~qh~ef • 
wurde (65). Erwähnenswert ist auch, daß es mi(H!Ife des 
Elektrofusionsverfahrens möglich ist, taus~ndeVO.IJ Zelleq .· · 
miteinander zu _verschmelzen, so daß Riesenzellen .gebil~ . 
det werden (Abb. 9 und Abb. 1 0). Diese Riesenzellen könn- · 
ten interessante Untersuchungsobjekte für die Membran-_ · 
förschung darstellen, da Mikroelektroden in sie eingeführt 
werden können. · · 
. .. . .. . . . --~> . . 
kontrollierte Ablauf .der Elektrofusi.on e.rla~.Jt>l'darüber · 
· · .•.~ in Kombination·mitanderenTechniken, wie · z.B~ . 
. . ·Elektronen .. und der Fluoreszen?:m!kroskopie -~ · Mem ... '. _ ... , <•.- •.•• 
--~~~~~f:;: ·-~~i~c~:~'fn~=~~~~!~~:t:;,~r~~~~~~;~;t, ~f~~~~~}~{;;;~:;~~~~~~=~~E~ij~in~;;~'~a~ffi·,~&~; -
pruppe von ·· Sower~. (66-68) vor. ·Da d1~ fuslon - ~ync~r,c>n · .•. {JJ,(:Jgf3.nt?n : Wephs.elfeld~wischen~~~l?YiirJI;Jtis..C.h~ii-Piatip:.. • .. , - ·-
.... ,a91.äuft, köf'!n.en ebenfall~ einzeln,e Sc~ritte. w~Hrend de~ . e1ekiroden(tpo V)crn 2MH~). : •. : ;_,_:-. ::···~'"·'··'. •::: .: ·< .. ·:}}": 
· yerschmelz~ngsvorganges .· mikroskop_i~c~ .v;erfo.!gt . wer~ · · (b):BJk:Jii!J9 einer Ries.e.n?:e.!lcJ fpiy!f(,uten nago1Jpp!fk~t!qh · . : ·i-:~·· :; :,0~_: 
Derart1ge ·Untersuchyngen habe_n·9.eZ:yl$ .• ,daß ,da~ des·feldpvls.es(2 kV/cm, .20p,s). :_ ....•.. · :.: .• ;• .•. · .. , · .. _; · .·· · ...... - -·· 
.• ,.r;·,h ......... ,..hüssige Membranmaterial überqieSildungyonYe~· .. :. · · -~ - · ....... ,_. .. ·· 
n in, qerKontaktzone entfernt wird ·(~9, ~t)~~ ~)._::. · · . . : ·_. <_, :~· . • .•. · · ·· ~ :· .. ,_ . • < ·> .; . _. 
·· · ·· · · ... ··· ·· ~i~;~;~~~~n;;~~i~~~~(iti~~en_und~ioteq~~~~~-- . 
. ... 
~ . . . . 
· · · jetzjge Stand der Jephnik zeigt, Ql:lß /c:Ja.~ :EI.ektrof~-. -· · : ....•. :._;: , . ;· 
. ~ . . . .· •. : :_.: .:: 
0 0 
oR, • 
0 
~R 0 • -~::~ ".•• 00 •• •• .-· .... _, 0 0 0 
·· si1ons:veriahren mit seinen vielf~ltige.n Alt~rnativE!n\Jnd da~ . ~~rjk#'gij'ijg ·p· ~.·-_cc.~· • •.. ··, 
u;t~~lqrq~~errnec:tbilitäts ... verfahrE!n nictitnpr' konk~ri:~r)z1~hig .·. . . '·' :_' ·····' .. :' .,.,. 
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